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Afdeling Diergeneesmiddelen 1985- 05- 06 
RAPPORT 85.37 Pr.nr. 404.0850 
Projekt: Farmacakinetisch en toxicologisch onderzoek van dapson toe-
gediend aan melkgevende runderen 
Onderwerp: Bepaling van dapson , mono- en diacetyldapson in ronder-
bloedplasma. 
Bijlagen: 8. 
Doel: 
Het testen van de bepalingsmetheden voor dapson, mono- en diacetyl-
dapson in bloedplasma van melkgevende runderen en het vast s tellen van 
het kinetisch profiel van genoemde stoffen na orale en intramusculaire 
toediening. 
Tevens wordt deglucuronidering en eiwitbinding onderzocht. 
Samenvatting: 
Na een acclimatiseringsperiade van zeven dagen kregen twee runderen 
gedurende drie achtereenvolgende dagen 1 x daags dapson toegediend, 
oraal respektievelijk intramusculair. 
De analyse in bloedplasma van zowel het totale als ook het eiwitgebon-
den materiaal ,."erd uitgevoerd met behulp van !socratisch "reversed 
phase" HPLC met UV-detektie bij 292 nm . 
Deglucuronide ring werd, na incubatie met het enzym sulfatase/glucuroni-
dase, bekeken via eenzelfde werkwijze. 
Conclusie: 
De ontwikkelde methode voor de dapson en acetylmetabolieten bepaling 
in bloedplasma voldoet. 
Het concentratieniveau van DDS respektievelijk ~UlDDS is bij de orale 
toedieningsvorm, 3 1/3 respektievelijk 4 1/2 dag na de laatste medica-
tie gedaald tot 0,2 ppm . Bij een intramusculaire behandeling worden na 
6 dagen nog gehaltes van 0,3 ppm DDS en 0,6 ppm HADDS aangetroffen . 
Eiwitbinding bedraagt meer dan 99%, glucuronides en sulfaten werden 
niet aangetoond . 
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1. Introduktie 
1.1 !_oep.!!_s.:!.ing.:!.geb,!.e.2_ 
Dapson heeft een effektief bacteriostatische werking tegen een groot 
aantal gram-positieve en gram-negatieve bacteriën. Rond 1910 werd dap-
son in de humane en rond 1940 in de veterinaire geneeskunde geintrodu-
ceerd. 
In de humane geneeskunde wordt dapson voorgeschreven ter bestrijding 
van lepra en tuberculose, echter in combinatie met andere preparaten 
(pyrimethamine) ook ter bestrijding van malaria. 
In de veterinaire geneeskunde is dapson, zonder tussenkomst van een 
dierenarts, vrij in de handel te verkrijgen. Opschriften vermelden dat 
de stof een positief effekt heeft op de meeste acute infekties, toch 
wordt dapson slechts gebruikt bij de behandeling van tussenklauwont-
steking, mastitis (uierontsteking), baarmoederontsteking en longont-
steking. 
1.2 .f.h!.ml,s_sh!.!.n_fzsl,s_sh!.!.i,ae!!,s_shap.E.e!!. 
Struktuurformule dapson : 
Molecuulformule: C12H12N2S02 
Molecuulgewicht: 248 , 31 
Smelttrajekt 175-181°C 
diaminodifenylsulfon; 
4,4'-sulfonylbisbenzamine 
Het witte poeder is goed oplosbaar in acetonitril, ethylacetaat en 
methanol; matig in water en slecht in hexaan. 
Dapson behoort tot de groep sulfonen en komt tevens onder de volgende be-
namingen voor: DDS, DADPS, diafenylsulfon, disulone en sulfonyldiamine. 
Handelsnamen: Dapsone, Bovisone, Sandisone, Medisone, Infeksone, Panex , 
Biomasto, Hapol, Steron, Bosona , Medicaoen en Holydap. 
Dapson (DDS) kan gezien de enzymatische omzettingsmogelijkheden ge-
acetyleerd '"orden tot mono-acetyldapson (HADDS) en diacetyldapson 
(DADDS). Tevens is de mogelijkheid aanwezig dat DADDS gehydrolyseerd 
wordt tot MADDS en DDS. 
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Struktuurformules van de metabolieten: 
0~ 0 ~c 
- NH 0-n-0- NH2 ~MDDS, een rose- bruin poeder / 
H3C 0 met korrelige struktuur 
0~ 0 -1'0 ~c 
- NH 0&0 NH - c DADDS, een wit amorf poeder / 
' H3C 0 CH3 
1.3 Kinetiek 
Afhankelijk van de toedienings~o~ijze komt dapson al dan niet snel in de 
bloedbaan terecht. Intraveneuze toediening, (direkte injektie in de 
ader) zal een direkt hoge dapsonconcentratie in het bloed tot gevolg 
hebben. Bij orale, intramusculaire (injektie in de spier) en intra-
mammaire (injektie in de uier) toediening zal de concentratie in het 
bloed langzaamaan toenemen als gevolg van het resorbtieproces . 
Bij de mens wordt dapson in sterke mate omgezet in mono- en diacetyl-
derivaten. Deze acetylering vindt in geval van orale toediening be-
trekkelijk snel plaats, binnen een tijdsbestek van 15 minuten . De 
snelheid van acetylering is afhankelijk van de aktiviteit van het 
N-acetyltransforase enzym, welke in de lever voorkomt . 
De halfwaardetijd van dapson varieert sterk per diers oort: muis 2-4 
uur, rat 6 uur en mens 14-53 uur . De relatief lange halfwaardetijd bij 
de mens kan mogelijk verklaard worden door het feit dat dapson en mono-
acetyldapson zeer sterk aan plasma-eiwitten binden (75 resp . 100%). 
Een inleidend onderzoek van het Proefstation voor de Rundveehouderij 
(PR) in Lelystad en de Keuringsdienst van Haren in Utrecht , met melk-
gevende runderen, heeft uitgewezen dat de excretiesnelheid van dapson 
en acetylmetabolieten via de melk, zeer s terk afhankelijk is van de 
toedieningswijze. 
Zo wordt bij orale toediening, vier dagen nadat de medicatie heeft 
plaatsgevonden, een residu-niveau van 0,1 ppm aan DDS en HADDS bereikt; 
bij intramammaire toediening wordt eenzelfde niveau reeds na twee da-
gen bereikt . Hordt echter intramusculaire medicatie toegepast dan 
blijkt er na zeven dagen nog een gehalte van 0,2 ppm te ~wrden aange-
troffen . 
8537.2 - 3 -
. ' 
- 3 -
1.4 !o~i~i~e~t~~a~c~n~g~n~t~i~ ~n_m~t~g~n~t~i! 
Zoals bijna alle geneesmiddelen , heeft ook dapson een aantal nevenwer-
kingen. 
Bij de mens zijn dit o.a. - hemolytische anemie 
- gastra-intestinale symptomen 
- neurologische verschijnselen 
- dermatologische verschijnselen 
Via de moedermelk kan dapson getransporteerd worden naar zuigelingen, 
wat kan leiden tot hemolytische anemie bij het kind. 
Chronisch gebruik kan resulteren in methemoglobinemie, waarschijnlijk 
als gevolg van de vorming van N- oxydatiemetabolieten (4). Methemoglo-
bine is een bruinachtig oxidatieprodukt van haemoglobine. Ivanneer er 
te veel methemoglobine in het bloed aanwezig is, of ,.,el, een tekort 
aan zuurstofdragend haemoglobine, dan kan dit resulteren in cyanose, 
een blau\olachtige kleur van huid en slijmvliezen. 
In vitro- onderzoek van hersenen en lever bij rat en muis (4) heeft 
aangetoond dat dapson de aktiviteit van de enzymen remt, \>lelke be trok-
ken zijn bij de aerobe omzetting van koolhydraten. Tevens wordt de 
anaerobe glycolyse in de hersenen va n zowel muis als rat geremd; bij 
de rat vindt ook in het spierweefsel remming van genoemde glycolyse 
plaats. 
Wat betreft carcinogeniteit van dapson voor de mens, zijn er te weinig 
gegevens bekend om hierover een juiste uitspraak te doen. Bij êên van 
de drie uitgevoerde carcinogeniteitsexperimenten met ratten echter, 
bleke n er tumoren voor t e kunne n komen in voornamelijk milt, schild-
klier en buikvlies. 
Mutageniteitstesten hebben uitgewezen dat dapson zelf niet mutageen 
is, enkele analoga, zoals sulfoxide en sulfide-verbindingen, daaren-
tegen blijken na metabole aktivering wel mutageniteit te vertonen . 
2. Probleemstelling 
Daar dapson intensief gebruikt wordt bij melkgevende runderen , is het 
van belang om het farmacokinetiscl1 gedrag van de stof in deze doeldie-
ren te onderzoeken . Dit in verband met het vaststellen van een wacht-
periode . Het experiment zal bestaan uit een voor- en een hoofdproef. 
De voorproef dient voor het ontwikkelen en testen van een analyse-
methode voor dapson en de acetylme tabolieten. 
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Bovendien wordt een kwantitatief excretiepatroon vastgelegd. 
De hoofdproef, welke medio april 1985 van start zal gaan, zal uitwij-
zen welke medicatiemethode het meest geschikt is en tevens zal hieruit, 
in kombinatie met toxiciteitsgegevens, een veilige wachttijd worden 
vastgesteld. 
3. Netheden 
3.1 Q.i.!:,r..e,r~e!, 
Aan twee runderen , werd na een acclimatiseringsperiode van ca. 7 dagen, 
oraal en intramusculair dapson toegediend. Toediening van de preparaten 
heeft drie opeenvolgende dagen, éénmaal daags, plaatsgevonden (oraal: 
50 g per 500 kg lichaamsgewicht; intramusculair: 33 1/3 g per 500 kg 
lichaamsgewicht). 
De dieren werden zowel tijdens de acclimatiseringsperiode als ook tij-
dens en na de medicatieperiode, gevoerd met voer, vrij van antibiotica 
en chemotherapeutica. 
Gedurende de laatste twee dagen van de acclimatiseringsperiode werden 
tweemaal per dag bloedmonsters genomen. Op de eerste dag van medicatie 
vond bemonstering plaats op de tijdstippen 1/2, 1, 2, 4 en 7 uur na 
toediening, op de tweede en derde dag geschiedde dit O, 1, 2, 4 en 7 
uur na toediening. 
Om een volledig kinetisch profiel te verkrijgen werd er tot tien dagen 
na de eerste medicatie doorgegaan met tweemaal daags bemonstering en 
vervolgens van de 11e t/m 18e dag éénmaal daags. 
Het bloed, ca. 10 ml, werd opgevangen in heparine-bevattende buizen. 
Tevens werd ca. 10 ml opgevangen in buizen zonder heparine. Centrifu-
geren van beide oplossingen levert in het eerste geval bloedplasma en 
in het tweede geval serum. 
3.2 Chemisch onderzoek 
---------
De bepaling van DDS, HADDS en DADDS in bloedplasma werd uitgevoerd 
volgens het voorschrift opgenomen in bijlage 8. 
Het principe van de bepaling berust op vloeistof-vloeistof extraktie 
op een extrelutkolom, waarna analyse plaats vindt met behulp van !so-
cratische "reversed phase" HPLC met UV detektie bij 292 nm. 
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ZO\o7el de totale hoeveelheid aan DOS, MADDS en DADDS werd bepaald, als 
ook de hoeveelheid nie t-eiwitgebonden (vrij) in het plasma aanwezig. 
Eiwitvrij monstermate riaal werd verkregen na centrifugatie in een 
ultrafiltratie unit. Deze unit bevat een membraan waar de macro-
moleculen - en dus ook he t eiwitgebonden materiaal - niet doorheen 
kunne n penetreren. 
Om het percentage glucuronide- en sulfaatmetabolieten te bepalen werd, 
alvorens het voorschrift in bijlage 8 te volgen, eerst gedurende drie 
uur bij 37°C geincubeerd me t het enzym glucuronidase/sulfatase, ~~elk 
het eventueel gevormde me t a bolie t afbreekt tot vrije DOS en ~MDDS . 
4. Bespreking 
4.1 Qi~r_Er~e_! 
Eén van de dieren, degene welke het medicijn via orale toedieningawijze 
heef t gekregen, heeft op de derde dag van toediening een im~endige 
bloeding gehad . 
Het is mogelijk dat hie rdoor lagere concentraties in he t bloedplasma 
gemeten zijn. 
4.2 Lineariteit van de standaardreeksen 
De grafische weergave van de lineariteit van de s tandaardreeksen DDS, 
HADDS en DADDS is te zien in figuur 5 . 
De ijklijnen blijken binnen het gebied van 0 tot 25 ~g/ml lineair te 
verlope n. De concentraties van 257 ~g/ml DDS, 140 pg/ml en 154 pg/ml 
DADDS bleke n niet meer binnen de i jklijn t e vallen (nie t in figuur 5 
zichtbaar) . 
Daar de concentraties aan da pson in bloedplasma nie t boven de 30 ppm 
komen ( f iguur 1 en 2), kan men me t de s tandaardreeks volstaan . 
4.3 QDE_,_H~QS_e~QAQDE__!_n_b_!o~d.e_l~sma 
De resultaten van de ana lyses in bloedplasma zijn weergegeven in de 
tabellen 1 en 3 (orale r es p . intramusculaire toedie ningswijze). 
In de figuren 1 resp. 2 is hiervan he t farmacokinetisch profiel zicht-
baar gemaakt. 
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De concentraties DDS en ~UillDS in bloedplasma nemen duidelijk toe na 
nieuwe medicatie; zmo~el bij orale als intramusculaire toediening. 
Aangezien MADDS reeds in het eerste half uur na toediening al gevormd 
blijkt te zijn, mag men aannemen dat er sprake is van een snelle ace-
tylering . 
DADDS daarentegen \oJOrdt veel later gevormd in geval van orale medicatie 
(tabel 1); bij intramusculaire medicatie is de stof slechts één maal 
aangetoond (tabel 2). 
De concentraties aan DADDS zijn dusdanig laag, dat de betrom-1baarheid 
van de gevonden gehaltes klein is. Zou er intraveneus dapson toege-
diend worden, dan kan men verwachten dat de concentraties aan DDS, 
MADDS en daardoor ook DADDS in plasma hoger zijn. Deze resultaten zul-
len dan waarschijnlijk met grotere zekerl1eid weergegeven kunnen worden. 
Een maximum aan DDS en MADDS in bloedplasma ~o~ordt al snel bereikt 
(oraal: na± 3 resp . ± 5 uur; intramusculair: na± 1 resp.+ 3 uur), 
waarna een lineaire eliminatiefase duidelijk zichtbaar is. Het maximum 
van het l-UillDS-profiel komt echter, bij beide toedieningswijzen, iets 
later da n het maximum van het DDS- profiel (gemiddeld 2 uur). Oorzaak 
is enerzijds een snellere eliminatie van dapson en anderzijds loopt de 
vonuing van mono-acetyldapson achter bij de resorbtie van DDS. 
DDS < ~ ~UillDS ) DADDS 
+ 
andere DDS derivaten 
In geval van orale medicatie zi jn de concentraties aan dapson en meta-
bolieten beduidend hoger dan in geval van intramusculaire medicatie. 
Komt de stof via orale weg het lichaam binnen dan komt het via het 
maagdarmkanaal, haarva ten en poortader in de lever (hier worden de 
meeste metabolieten gevormd) en vervolgens i n het bloedvatens t e lsel; 
wordt er in de spier geinjekteerd, dan komt het via de weefsels en het 
lymfevatstelsel in het bloedvatenstelsel terecht. Het laatst genoemde 
is een langzamer proces . 
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Een mogelijke verklaring voor het lagere concentratieniveau '~elke ver-
kregen wordt bij intramusculaire toediening, is depotvorming. Dapson 
blijft lang in het spierweefsel (het resorbtieproces is langzaam), 
waardoor de concentratie in bloed langzaam toeneemt. Daar tevens de 
eliminatie begint zodra het bloed êênmaal de lever heeft gepasseerd, 
blijft de concentratie laag. Op langere termijn zijn de concentraties 
DOS en HADDS bij intramusculaire toedieni.ng juist hoger dan die bij 
orale toediening. Ook dit is te verklaren met de depotvorming; er komt 
nog steeds dapson van de spier in de bloedbaan terecht. 
Het concentratieniveau van dapson resp . mono- acetyldapson is bij orale 
toediening~ 80 resp. + 110 uur na de laatste toediening gedaald tot 
0,2 ppm. 
Intramusculaire medicatie geeft een minder snel dalend prof iel . Daar 
bedraagt het concentratieniveau 0,3 ppm dapson en 0,6 ppm mono- acetyl-
dapson, ± 150 uur na de laatste toediening. ~UffiDS is als residu dus 
belangrijk; het is in hoge concentratie aanwezig en ook nog biologisch 
aktief als gevolg van de vrije NHz-groep. 
4.4 !i~i_E_b_!niing 
Voorgaand onderzoek heeft uitgewezen dat, met de analysemethode m.b.v. 
extrelut (bijlage 8), de concentratie van zowel vrije als eiwitgebon-
den DOS en ~UffiDS wordt bepaald. 
Het onderzoek bestond uit het toevoegen van bekende hoeveelheden DOS, 
HADDS en DADDS aan bloed en deze drie dagen te laten staan bij 37°C, 
zodat de stoffen aan de eiwitten konden binden. Vervolgens is zowel de 
analysemethode met extrelut als met ultrafiltratie nagewerkt. 
Bekend was, dat met de laatste, alleen het vrij, in het plasma aam;re-
zige, DOS, HADDS en DADDS gemeten werd. Onbekend '~as, wat er met de 
extrelut-methode werd gemeten. 
Resultaten van dit onderzoek. 
Recovery van (%) 
DOS 
HAD OS 
DADDS 
8537.7 
Extrelut 
98 
96 
92 
Hetbode 
Ultrafiltratie 
6 
9 
8 
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Hieruit werd geconcludeerd, dat met de extrelut-methode zowel de vrije-
als eiwitgebonden gehaltes van DDS, HADDS en DADDS werden bepaald. 
Een aantal monsters, allen van de eerste dag van medicatie, werd, na 
centrifugatie over een membraan, onderzocht op het gehalte aan vrij in 
het plasma aanwezige dapson en acetylmetabolieten. 
Het percentage vrij- en eiwitgebonden dapson en mono-acetyldapson in 
bloedplasma. 
Toediening Tijd bemonstering Eiwitgebonden Eiwitgebonden 
na medicatie (uur) DDS (%) HADDS (%) 
oraal 1 >99 >99 
4 >99 >99 
intramusc. 0,5 >99 >99 
1 >99 >99 
'• 
99 >99 
Bij zowel orale als intramusculaire medicatie zijn DDS en ~MDDS voor 
meer dan 99% aan eiwitten gebonden, in het plasma aanwezig. 
, ... 5 Q_e_al_!!C.!!,r.2.n.!d~,r.!.n.a 
Na incubatie met het enzym glucuronidase/sulfatase werden een aantal 
monsters onderworpen aan dapson- en mono- acetyldapsonanalyse. 
In geen van de monsters werd een hoger gehalte aan DDS en HADDS gevon-
den dan het gehalte welk bepaald was zonder toevoeging van het enzym. 
Er werden zelfs lagere concentraties gemeten; '~aarvoor geen verklaring 
voorhanden is. 
Gezien deze resultaten kunnen glucuronide- en sulfaatmetabolieten als 
afwezig gesteld worden. 
'••6 !n.2_e,re_pie.te_!l.2_a_!l;!i!:, .Ya.!l .!~_D.2_,_N@.!?,S_e_!l .!?,AE_D.2_,_V.2,0.!,k.2,m!:_nd ,!n_~ 
~ h .!,O~ a .!.0 ,ar..!!!!!. 
Zowel in de chromatagrammen van bloedplasma, afkomstig van het dier 
welk dapson op orale wijze toegediend heeft gekregen, als in die van 
het dier , behandeld op intramusculaire wijze, kwamen steeds terug-
kerende pieken voor van nog onbekende stoffen, welke afwezig zijn in 
blanco bloed. 
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Deze pieken komen ook voor na de glucuronidase- behandeling . Daar dit 
mogelijk metabolieten van dapson kunnen zijn, is de concentratie hier-
van uitgedrukt in de concentratie dapson (tabellen 3 resp. 4), om ook 
hiervan een kinetisch profiel te construeren (figuren 3 resp. 4). 
- Orale toedieningswijze 
De pieken met retentietijd van ± 5 en + 7 minuten worden pas enige 
dagen na de eerste medicatie in het chromatagram waargenomen. Het 
verloop van de bijbehorende curve's komt totaal niet overeen met die 
van dapson en mono-acetyldapson; de concentraties vari~ren sterk. Op 
grond van deze feiten kan men aannemen dat genoemde pieken niet af-
komstig zijn van metabolieten van dapson . 
De pieken met retentietijd ± 16 en + 20 minuten daarentegen zijn 
vanaf het begin aanwezig en het kinetisch profiel van beide stoffen 
vertoont sterke gelijkenis met dat van dapson en mono-acetyldapson; 
na medicatie loopt het gehalte op en vervolgens weer af. Na de derde 
dag worden geen van beide stoffen meer aangetoond; de concentraties 
zullen beneden het meetbereik liggen of het komt door verstoring van 
het metabolisme, als gevolg van het ziek zijn van het dier . 
Op grond van de gelijkvormige curven mag men aannemen dat de pieken 
met genoemde retentietijden waarschijnlijk afkomstig zijn van enkele 
nog onbekende metabolieten van dapson. Daar beide stoffen l a ter van 
de chromatografische kolom afkomen dan DDS, HADDS en DADDS, zullen 
ze minder polair van karakter zijn. 
- Intramusculaire toedieningswijze: 
Hier komen eveneens pieken voor met retentietijd van ± 5 en + 7 
minuten, echter met dit verschil dat de eerstgenoemde nu wel van 
meet af aan aanwezig is. 
Bij geen van beide komt het kinetisch profiel overeen met die van 
DDS en MADDS en kan men stellen dat het geen dapsonmetabolieten 
zijn. Slechts êên maal wordt een piek zichtbaar met een retentietijd 
van 22 minuten . 
Bij beide medicatievormen zijn bij een aantal tussenliggende monsters 
geen "extra" pieken teruggevonden . Daarom zijn in de figuren 3 en 4 
geen vloeiende curven getekend . 
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4. 7 !e_so~e!l. 
Met elke serie monsters zijn een aantal blanco monsters meegenomen, 
waar een bekend aantal ml van de verschillende standaardoplossingen 
aan zijn toegevoegd, teneinde het terugvindingapercentage (recovery) 
te bepalen. 
Er zijn dusdanige volumina standaardoplossing toegevoegd dat de blanco 
monsters 1 of 10 ppm aan DDS, ~~DDS en DADDS bevatten. 
De gemiddelde recovery met standaarddeviatie: 
Stof 
dapson 
mono-acetyldapson 
diacetyldapson 
5. Conclusies 
Recovery (%) 
100 
103 
101 
Standaarddeviatie (%) 
12 
17 
20 
De bepalingsmethode, opgenomen in bijlage 8 is , gezien de hoge 
recovery ' s en de lineariteit van de standaardreeksen , geschikt voor de 
analyse van dapson, mono- en diacetyldapson in bloedplasma. 
Diacetyldapson is echter in zeer lage concentraties aanwezig en vaak 
niet aantoonbaar (detektiegrens: 0 , 05 ppm). 
Oraal toegediend dapson resulteert in een hogere bloedspiegel dan 
intramusculair toegediend dapson. Het concentratieniveau van dapson 
resp. mono- acetyldapson is bij de orale toedieningsvorm, 3 1/3 resp. 
4 1/2 dag na de laatste medicatie gedaald tot 0,2 ppmo Bij een intra-
musculaire behandeling worden echter na 6 dagen nog gehaltes van 0,3 
ppm dapson en 0 , 6 ppm MADDS aangetroffen. De halhoraarde-tijd van de 
dapson en mono- acetyldapson is bij orale toediening 6 1/2 resp 12 uur; 
bij intramusculaire toediening is deze voor dapson ~ 8 weken en voor 
mono- acetyldapson ~ 1 week. 
Dapson en mono-acetyldapson blijken voor meer dan 99% aan eiwitten in 
het bloedplasma gebonden te zijn. 
Deglucuronidering heeft uitgewezen dat het glucuronide- en sulfaat-
metaboliet niet gevormd ~wrdt; er zijn echter vermoedelijk wel andere 
metabolieten in het bloedplasma aanwezig. Deze hebben een retentietijd 
van 16 en 20 minuten bij een elutiesnelheid van 2,0 ml/min. 
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FIGUUR 3: CONCENTRATIEVERLOOP VAN 'VREEI•1DE' STOFFEN IN BLOEDPLASI·IA 
TOEDIENING DAPSON: ORAAL / FLO\oJRATE: 2.0 HL/I·IIN 
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Tabel 1 . Dapson, mono- en diacetyldapson i n bloedplasma; oraal 
Tijd na eerste Concentratie DDS Concentra t ie HADDS Concentratie DADDS 
toediening (uur ) (Jlg/ ml) ( Jlg / ml ) (Jlg / ml ) 
0 - - -
0 , 5 6,4 3 , 5 -
1 12,9 9,6 -
2 14' 1 15 , 1 -
I+ 13,9 22 , 4 -
7 8,0 18 , 9 -
24 1,3 9,2 -
25 10 , 2 14,1 -
26 12,4 16,5 0 , 2 
28 7 ,8 13 ,8 0 , 08 
31 1 , 4 3,4 0 ,09 
48 1 , 8 9,0 0,09 
49 9 , 7 14 ,8 0 , 07 
50 lf1 ,2 17 ,9 -
ss 11,2 24,6 0,2 
73 3,2 13 , 1 0 ,09 
80 0,5 1 , 8 -
96 0,4 3,1 -
104 0,1 1, 6 -
120 0,4 - -
128 0,2 0 ,9 -
144 0' 1 0 , 2 -
152 0 , 15 0 ' 1 -
168 0,06 0,05 -
176 0 ,06 0,03 -
192 0,05 0' 1 -
200 0 ,1 - -
216 0' 1 - -
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Tabel 2 . Dapson, mono- en diace tyldapson in bloedplasma ; intramuscula ir 
Tijd na ee rste Concentratie DDS Concentratie t-1ADDS Concentratie DADDS 
toediening (uur) (llg/ml) (llg/ml) (Jlg/ml) 
0 - - -
0,5 4 , 5 1,4 -
1 3,7 1,9 -
2 2 ,7 3,0 -
4 1,6 3 ,2 -
7 1 , 3 3,6 -
24 0,7 2,9 -
25 2,1 3,7 -
26 1 ,7 3,0 -
28 1,5 2 , 9 -
31 5,9 15,5 0,09 
48 0,9 2,8 -
49 2,0 3,3 -
52 1,4 2 , 8 -
55 1,2 2,6 -
80 0,6 1,5 -
96 0 , 3 1 ,o -
104 0,4 1, 2 -
120 0,4 1,3 -
128 0,1 0,4 -
144 0 ,3 0,8 -
152 0,3 0 ,7 -
168 0,3 0,7 -
176 0,27 0 ,7 -
192 0,29 0,5 -
200 0 , 3 0,6 -
8537 . 13 
Tabel 3 . Concentratie vreemde stoffen uitgedrukt i n de concentratie dapson 
vermenigvuldigd met de faktor 77,82 ; oraal (flowrate 2 , 0 ml/min) 
Ti jd na eerste Conc . (J.lg/ ml ) Conc . ( J.lg / ml ) Conc. ()Jg/ ml) Co nc . ()Jg/ ml ) 
toediening (uur ) tr = 16 min t r = 20 min tr = 5 min tr = 7 min 
0 , 5 3,5 3,5 - -
1 4 ,6 6, 7 - -
2 4 , 6 9 , 1 - -
4 5 ,3 11 ' 9 - -
7 - 5,6 - -
25 2, 5 4,9 - -
26 3 , 9 6 , 3 - -
28 - 3 , 9 - -
31 - - 2 , 8 -
48 - - 3 , 2 -
49 - 2 , 8 3,9 -
50 4 ,9 4 , 6 - -
ss - 5,6 - -
73 - - 7, 7 6, 0 
104 - - - 10 , 2 
120 - - - 6 ,0 
128 - - - 5 , 3 
144 - - - 8 , 4 
152 - - - 4 , 2 
168 - - - 14 , 4 
192 - - - 9,8 
200 - - - 21 ' 7 
216 - - - 13, 7 
8537 . 14 
Tabel 4. Concentratie vreemde stoffen uitgedrukt in de concentratie 
dapson vermenigvuldigd met de f aktor 77,82; intramusculair 
(flowrate 2,0 ml/min) 
Tijd na eerste Conc . (l!g/ml) Conc. (l!g/ml) Conc . (l-Ig/rul) 
toediening (uur) tr = 5 min tr = 22 min tr = 7 min 
0,5 - - -
1 - - -
2 18,9 - -
4 - - -
7 - - -
24 - - -
25 - - -
26 3 , 2 - -
28 - - -
31 - 3,5 -
48 - - -
49 - - -
50 - - -
52 - - -
55 - - -
80 3 ,9 - -
96 - - 8 ,4 
104 - - 5,6 
120 - - 9,5 
128 - - 2,8 
144 - - 4 , 6 
152 - - 6,0 
192 - - 6,0 
200 - - 7,7 
8537.15 
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INTERN ANALYSEVOORSCHRIFT NR. A 404 
1e oplage (1985-02-01) 
Bloed - Bepaling van dapson, monoacetyldapson en diacetyldapson - HPLC 
1. Doel en toepassingsgebied 
De bepaling is geschikt voor de gelijktijdige kwantitatieve analyse 
van dapson, monoacetyldapson en diacetyldapson in bloed, serum en 
plasma. 
De onderste grens van aantoonbaarheid bedraagt 0,05 ~g/ml (10 maal de 
ruis). Het toepassingsgebied ligt tussen 0,1 ~g/ml en 100 ~g/ml. 
Het terugvindingspercentage (recovery) van de methode voor dapson, 
monoacetyldapson en diacetyldapson bedraagt ca. 95%. 
2. Principe 
Bij een bekend volume monstermateriaal wordt water toegevoegd en 
gemengd. De waterige oplossing wordt op een Extrelut-kolom gebracht. 
Dapson, monoacetyldapson en diacetyldapson worden van de extrelut-
kolom geelueerd met behulp van dichloormethaan. 
De organische fase wordt verdampt tot er een droog restant wordt 
verkregen. Na oplossen van het restant in HPLC eluens volgt analyse 
met behulp van !socratische "reversed phase" HPLC met UV detectie bij 
292 nm. 
Met de methode wordt het totale, zowel vrij als ook eiwitgebonden dap-
son, monoacetyldapson en diacetyldapson in het materiaal bepaald. 
3. Reagentia 
Alle reagêntia dienen van "pro analyse" kwaliteit te zijn of van een 
hogere kwaliteit indien vermeld. 
3.1 Millipere water. 
3o2 Acetonitril, Lichrosolv kwaliteit (b.v. Merck art. 30). 
3.3 Dichloormethaan (b.v. Merck art. 6050). 
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3.4 Methanol (b.v . Merck art . 6009) . 
3.5 HPLC eluens 
Meng 800 rol millipore water met 200 rol acetonitril (Lichrosolv). 
3 . 6 Extrelut kolommen (3 rol) (Merck art. 15372) met aan de onderzijde 
een naald. 
3.7 Ultrafiltratie units (Amicon produkt no. 4104). 
3.8 Dapson standaardstof. 
3.8.1 Dapson standaardoplossi ngen 
Weeg op 0,1 mg nauwkeurig 25 mg standaardstof af in een maatkolf van 
100 rol en .los op in methanol, vul aan en meng (oplossing A). Breng 
10,0 ml van deze oplossing in een 100 ml maatkolf, vul aan met methanol 
en meng (oplossing B). 
Breng 10,0 rol van oplossing B in een 100 ml maatkolf , vul aan met 
methanol en meng (oplossing C). 
Breng 10,0 rol van oplossing C in een 100 rol maatkolf, vul aan met 
methanol en meng (oplossing D). 
Breng 10,0 ml van oplossing D in een 100 ml maatkolf, vul aan met 
methanol en meng (oplossing E). 
Breng van oplossing A, B, C, D, en E preci~s 2,0 ml in afzonderlijke 
cultuurhuizen. Verdamp de methanol met behulp van een stikstofstroom 
en los het residu op i n precies 2,0 ml HPLC eluens. 
De aldus verkregen standaardoplossingen bevatten 250 ~g/ml; 25 ~g/ml; 
2,5 ~g/ml;· 0 , 25 ~g/ml; 0,025 ~g/ml aan dapson ten behoeve van HPLC. 
3.9 Monoacetyldapson standaardstof 
3.9.1 Monoacetyldapson standaardoplossingen 
Weeg af en handel als bij dapson om standaardoplossingen te verkrijgen 
met eenzelfde concentratie. 
404.2 
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3.10 Diacetyldapson standaardstof 
3.10.1 Diacetyldapson standaardoplossingen 
Heeg af en handel als bij dapson om standaardoplossingen te verkrijgen 
met eenzelfde concentratie. 
3.11 Sulfatase/glucuronidase (Sigma S-3009). 
3.12 Fosfaatbuffer pH 5,0 (1 Molair) 
Los 174,09 g dikaliumfosfaat op in 500 ml water en stel de pH in op 5,0 
met zoutzuur (6 N). Vul hierna aan tot 1 liter en meng. 
3.13 Glucuronidaseoplossing (~ 40 mg/ml) 
Los 10 mg sulfatase/glucuronidase (3.11) op in 250 ~1 buffer pH 5,0. 
4. Apparatuur 
4.1 Vibro-fix (Ika). 
4.2 Centrifuge. 
4.3 HPLC opstelling voor !socratische "rEiversed phase" met een 
variabele golflengte. 
UV-detektor en een CP Spher C18 (250 x 4,6) 10 ~ kolom. 
Als voorkolom een Bondapak/Corasil C18 kolom (20 x 3,9) 37-50 ~· 
4.4 Normaal laboratorium glaswerk. 
5. tolerkwi jze 
5.1 Analyse monstermateriaal (0,5 ~g/ml - 100 ~g/ml) 
Pipetteer 0,5 ml monstermateriaal in een cul tuurhuis . Pipetteer hier-
bij 3,0 ml water en meng op een vortex menger gedurende 15 seconden. 
Pipetteer 2,0 ml van het mengsel op de Extrelut-kolom en laat 15 minu-
ten in het pakkingsmateriaal trekkeno 
404 . 3 - 4 -
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Elueer nu dapson, monoacetyldapson en diacetyldapson van de extrelut 
met behulp van 15 ml dichloormethaan via de naald in een 25 ml buis 
met ingeslepen stop. 
Verdamp de organische fase onder een stikstofstroom tot droog. 
Los het res~ant op in precies 0,5 ml HPLC eluens (gebruik een vortex 
mixer). Injecteer 50 ~1 van deze oplossing in het HPLC systeem. 
5.2 Analyse monstermateriaal (0,05 ~g/ml-0,5 ~g/ml) 
Pipetteer 0,5 ml monstermateriaal in een cultuurhuis. Pipetteer hier-
bij 3,0 ml water en meng op een vortex mixer gedurende 15 seconden. 
Pipetteer 30 ml van het mengsel op de Extrelut-kolom en laat 15 minu-
ten in het pakkingsmateriaal trekken. 
Elueer nu dapson, monoacetyldapson en diacetyldapson van de extrelut 
met behulp van 15 ml dichloormethaan via de naald in een 25 ml buis 
met ingeslepen stop. 
Verdamp de organische fase onder een stikstofstroom tot droog. 
Los het restant op in precies 0,25 ml HPLC eluens (gebruik een vortex 
mixer). Injecteer 100 ~1 van deze oplossing op het HPLC systeem. 
5.3 Eiwitbinding 
Breng 1 ml monstermateriaal in een ultrafiltratieunit (Amicon produkt 
nr. 4104) en centrifugeer net zolang totdat voldoende monstermateriaal 
is verkrege~, (2000 rpm). 
Injecteer het eiwitvrije monstermateriaal direkt in het HPLC systeem 
(injectievolume 50 ~1). 
5.4 Deglucuronidering 
Breng 500 ~1 monstermateriaal in een buis van 25 ml. Voeg toe 500 ~1 
1 M fosfaatbuffer pH 5,0 en 10 ~1 sulfatase/glucuronidase (Sigma 
S-3009; ~ 40 mg/ml in buffer) en meng het geheel. 
Sluit de buis af en zet ze 3 uur in een stoof bij 37°C. 
Vervolg nu de analyse zoals staat beschreven in 5.1 en houdt rekening 
met de verdunning. 
404.4 
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6. HPLC opstelling 
Kolommen 
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Analytische kolom: CP Spher C18 (250 x 4,6 mm) 
10 J.l (Chrompack) 
Voorkolom 
Eluens 
Eluenssnelheid 
Detectie 
Injectievolume 
Retentietijd 
7. Uitvoering 
Bondapak C18 (320 x 3,9 mm) 
37-50 J.l (Waters) 
Water-acetonitril 800-200. 
2,0 ml/min. 
UV 292 nm. 
50 of 100 ).ll. 
tussen 10-16 minuten. 
Breng 50 of 100 ).ll van de verkregen monsteroplossing in het HPLC 
systeem en vergelijk de pieken met die, die met één van de standaard~ 
oplossingen wordt verkregen. Bereken het gehalte in ).lg/ml aan dapson, 
monoacetyldapson en diacetyldapson in het monster (let op de ver-
dunning van het monster). 
8. Opmerkingen 
8.1 Voor recoveryproeven dient men van de standaardoplossingen in 
methanol een bekende hoeveelheid te pipetteren in een buis en af te 
dampen met behulp van stikstof. 
Hierna bloed, plasma etc. in de buis brengen en de analyse volgen 
zoals staat beschreven. 
Bij elke serie dient steeds een blanco monster en een blanco monster 
met toevoeging van dapson, monoacetyldapson en diacetyldapson meegeno-
men te worden. 
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